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リサイトの産生する液性因子である TGF-β を介した BBB 機能亢進作用が存在する[11]。ま
た、脳血管内皮細胞-アストロサイト間においてはアストロサイトが分泌する angiopoietin 1





















(nicotinic acetylcholine receptor: nAChR)に着目し、ニコチンまたは nAChR アゴニストによる
nAChR の活性化が脳血管内皮細胞の BBB 機能に与える影響について検討を行った。第 2
章では、加熱式タバコの使用が BBB機能に与える影響の解明を目指して、Ploom TECH🄬 
タバコカプセル中のタバコ葉抽出物の BBB 機能への影響について検討を行った。第 3章
では、喫煙により生じる虚血状態に着目し、虚血による脳血管内皮細胞-ペリサイト間の
PDGF-BB/PDGFRβ signalingの影響およびこれに起因した BBB機能の変化について検
討を行った。さらに、ニコチンや Ploom TECH 🄬 抽出物を用いて比較検討した。第 4章で









第 1章 脳血管内皮細胞における nAChRの BBB機能への影響の検討 
1. 背景 
 in vivoにおいて、タバコに含まれる代表的成分の 1つであるニコチンは BBB機能を低下




にされている[23]。中枢神経系(central nervous system: CNS)においては、α4、β2 nAChR サブ
ユニットが多く存在し、α4 nAChR サブユニットは β2 nAChR サブユニットと α4β2 nAChR
を形成する[24]。また、CNSでは α7 nAChR サブユニットも広く分布し、α7 nAChR は 5つ
のサブユニットから α7 nAChR を形成する[25]。ニコチンは BBB 機能を低下させる一方で、




胞の nAChR の活性化は BBB機能亢進作用を示す可能性がある。 
 そこで本研究ではタバコの主成分であるニコチンおよびその受容体であるニコチン性ア
セチルコリン受容体(nicotinic acetylcholine receptor: nAChR)に着目し、ニコチンまたは












(1 mg/ml; Worthington, Lakewood, NJ, USA)と deoxyribonuclease І (50 units/ml; Sigma, St.Louis, 
Mo, USA)で 37°C、1時間 15分間振とう(200 rpm)し、酵素処理を行った。遠心分離後、得ら
れたペレットに 20% bovine serum albumin (BSA) - DMEM(Wako, Osaka, Japan)を加え、1,000 
× g、20分遠心分離することで神経細胞やグリア細胞を取り除いた。その後 collagenase/dispase 
(1 mg/ml; Boehringer Manngeim, Indianapolis, IN, USA)と deoxyribonuclease І (50 units/ml）で
37°C、200 rpm 、45分振とうして酵素処理をした。遠心分離後、少量の DMEMで懸濁した
ペレットを、あらかじめ 4°C、30,000 × g、1時間で密度勾配を形成させておいた 33% percoll 
(GE Healthcare, Buckinghamshire, UK)溶液に加え、遠心分離することで脳毛細血管片を単離
した。得られた脳毛細血管片を collagen typeⅣ および fibronectin (0.1 mg/mL each; Sigma)で
コーティングした 100 mm culture dishに播種した。37°C、5% CO2/95% 大気下で bovine plasma 
derived serum (Animal Technologies, Tyler, TX, USA)、basic fibroblast growth factor (1.5 ng/mL; 
R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA)、heparin (100 μg/mL; Sigma)、insulin (5 μg/mL)、
transferrin (5 μg/mL) 、 sodium selenite (5 ng/mL) (insulin–transferrinsodium selenite media 




2-2. 経内皮電気抵抗値および sodium fluoresceinの透過係数の測定 
Collagen type IV、fibronectinでコーティングした Transwell (24-well type, Costar 3470)イン
サートの内側に RBEC (5×104 cells/well)を播種し、37℃、5%CO2/95%大気下、10% PDS、bFGF、
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heparin、ITS、L-glutamine、penicillin-streptomycin を含む DMEM/F12 にて培養した。薬物処
理前に経内皮電気抵抗値 (transendothelial electronic resistance: TEER)を Endohm (World 
Precision Instruments, Sarasota, FL, USA)を用い測定した。薬物処理 24 時間後に TEER値およ
び 蛍光色素の sodium fluorescein (Na-F)の透過係数を指標として経内皮細胞透過性を測定し
た。薬物処理 24時間後に培地を取り除き、脳実質側に physiological buffer (600 μL) (表 1) 加
えた。Na-F を含んだ physiological buffer (100 μL) をインサートの脳血管側に添加した後、
15、30、45、60、120 分後に well から 200 μL ずつ sample を採取して新たに physiological 
buffer を同量加えた。Na-F 透過性の評価では蛍光プレートリーダーを用いて測定を行い 
(Na-F; 励起波長 485 nm、蛍光波長 530 nm)、検量線より Na-F濃度を算出した。透過係数 (P) 
の算出は Dehouk らに従った[29]。クリアランスは脳血管側の chamber から abluminal の
chamberに移行した Na-Fの量を μLで表し、血管側に入れた Na-Fの初濃度 [C] Lと脳実質
側に移行した Na-Fの最終濃度 [C] Aから以下の式より算出した。 
Clearance (μL) = [C] A ×VA / [C] L 
(VA : 脳実質側 chamberの容積 (0.6 mL)) 
透過係数 P (cm/min) は以下の式より求めた。 
1/ PSapp = 1 / PSmembrane+1 / PStrans  
PS は時間に対してクリアランスをプロットした直線の傾きで、(透過係数) × (membraneの表
面積) を表している。Papp はみかけの透過係数、Ptransは真の透過係数を表す。Pmembrane
は、Collagen type Ⅳ、fibronectinでコラーゲンコーティングした membrane のみの透過係数
を表す。 
表 1 Physiological buffer の組成 
Physiological buffer  final conc. 
NaCl (Wako)   141 mM   
KCl (Wako)  4 mM  
CaCl2 (Sigma)  2.8 mM  
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MaSO4 (Wako)  1 mM  
NaH2PO4 (Wako)  1 mM  
d-Glucose (Wako)  10 mM  
HEPES (Dojindo)  10 mM  
精製水         
  total 500 mL pH 7.4 
 
2-3. ウエスタンブロッティング 
脳血管内皮細胞がコンフルエントになるまで 3.5 cm dish に培養した。各培地を除去し、
hydrocortisone (500 nM )を含む serum-free DMEM/F12に薬液を適切な濃度になるように加え、
2 mL/dishで処理し、37℃、5% CO2インキュベーターで 24時間放置した。薬物処理溶液を
除去した後、1×TBS (1 mL) で 3回洗浄した。Lysis buffer (80 μL) (表 1) を添加し、セルスク
レイパーを用いて脳血管内皮細胞を溶解し、1.5 mL tube に移した。氷上で 1 時間放置した
後、4℃、15分間 15,000 rpmで遠心分離し細胞可溶化分画 (上清) を回収後、BCA法 (Thermo, 
Rockford, IL, USA) を用いてタンパク質濃度を測定した。各サンプルのタンパク質濃度が等
しくなるよう必要に応じて lysis buffer で希釈調整した。Sample buffer (6×) (nacalai tesque, 
Kyoto, Japan) を細胞溶解液の 5分の 1量加え、95℃で 5分間加熱し、western blot用サンプ
ルとした。 
表 1 Lysis bufferの組成 
lysis buffer final conc. 
Tris-HCl pH6.8 10 mM 
NaCl 100 mM 
EDTA 500 μM 
Glycerol 10% 
Triton X 1% 
10% SDS 0.1% 
5% sodium deoxycholate 0.5% 
Napp 20 mM 
Na3VO4 2 mM 
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Sodium fluoride 1 mM 
PMSF 50 μg/mL 
20% protease inhibitor cocktail 1% (v/v) 
Phosphatase inhibitor cocktail 1,2 1% (v/v) 
 
泳動槽(Mini-Protean® Tetra Cell (BIO-RAD))にアクリルアミドゲル(8%, 12%)、泳動バッフ
ァーをセットし、4℃で保存していたサンプルまたはマーカーを等量ずつアプライし、0.3 A/
ゲルでゲル最下部まで電気泳動した。泳動中にフィルター(BIO-RAD)を転写 bufferに 15 分
間程度浸し、PVDFメンブラン(BIO-RAD)はメタノールに 1分間さらした後転写 bufferに 15
分間程度浸した。泳動終了後ゲル板からゲルを剥がし転写 bufferに 5分間程度浸した。転写
装置 (BIO-RAD)に陽極側からフィルター、PVDFメンブラン、ゲル、フィルターの順で密着
させセミドライ方式で 16V / 90 分間転写した。メンブランをパラフィルムにはさんで適当
な位置でカットした。50 mLチューブにメンブランと Blocking one (nacalai tesque)を入れ、
室温で 30分間ブロッキングした後、メンブランを希釈した 1次抗体をブロッキングと同様
の方法で 4℃、24 時間処理した。1次抗体処理を行った PVDFメンブランは T-TBS で 10分
間ずつ 3回洗浄し、希釈した 2次抗体を同様に室温で 1時間処理した。メンブランを T-TBS
で 5 分間ずつ 5 回洗浄し、目的タンパク質を ImmunoStar LD (Wako)により発光させ、CCD
イメージャーfluor chem Q (Alpha View)で検出した。画像処理および解析は CCD イメージャ
ーfluor chem Q付属ソフトを用いた。 
各 buffer調整方法および使用した抗体と阻害剤について以下に示す。 
泳動 bufferの調製 
トリスアミノメタン 30 g (final concentration 24.8 mM)、グリシン 144 g (191.8 mM)、SDS 




トリスアミノメタン 58.2 g (final concentration 48 mM)、グリシン 29.33 g (39.3 mM)を精製
水にとかし 1 Lとしたものを 4℃で保存し、100 mLにメタノール 200 mL(20% v/v)、10% SDS 
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3.75 mL (1.3 mM)を加え、精製水で 1 Lに用時調製した。 
 
TBS の調製 
1 M Tris-HCl (pH 8.0) 100 mL (final concentration 10 mM)、NaCl 79.46 g (136 mM)、Na3VO4 
3.68 g (2 mM)、NaF 21 g (50 mM)を精製水に溶かし、濃塩酸で pH 7.85 に合わせ、2 Lとした
ものを室温で保存した。使用時に精製水で 5倍希釈し Tween20 を 2mL加え用いた。 
 
ストリッピング液の調製 




ZO-1 (1:400; Cat. # 61-7300; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 
occludin (1:400; Cat. # 33-1500; Invitrogen) 
claudin-5 (1:1000; Cat. # 35-2500; Invitrogen) 
7 nAChR (1:1000; Cat. #LS-C203148-40; LifeSpan BioSciences Inc., Seattle, WA, USA) 
4 (1:1000; Cat. # ab88239; Abcam, Cambridge, UK) 
2 (1:20000; Cat. # AB15325; Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) 
-actin (1:8000; Cat. #A1978; Sigma). 
 
2 次抗体 
anti-mouse (1:10000; Cat. # NA931, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) 





 Collagen type IV、fibronectinでコーティングした Transwell (24-well type, Greiner)インサート
の内側に RBEC (1 × 104 cells/well)を播種し、37℃、5%CO2/95%大気下、10% PDS、bFGF、
heparin、ITS、L-glutamine、penicillin-streptomycin を含む DMEM/F12 にて培養した。薬物処
理 24時間後に培地を取り除き、Tris Buffer Saline (TBS) で 5 分 × 3回洗浄後、各タンパク
質に応じた方法により固定を行った。固定後 Tween20-TBS (T-TBS)で 10 分 × 3回洗浄し、
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Blocking One (nacalai tesque) による処理を 15 分（室温）行った。その後一次抗体反応を一
晩(4℃)で行った。一次抗体反応後、T-TBS を用いて 5 分 × 5回洗浄し二次抗体反応を 1時
間(室温)行った。二次抗体反応後、T-TBS を用いて 5 分 × 5 回洗浄し VECTASHIELD 




ZO-1; 4% Paraformaldehyde (wako) 30 分 (室温) 
occludin; methanol (wako) 10 分 (-20℃) 
claudin-5; methanol (wako) 10 分 (-20℃) 
 
一次抗体 
ZO-1 (1:100; Cat. # 61-7300; Invitrogen) 
occludin (1:100; Cat. # 33-1500; Invitrogen) 
claudin-5 (1:100; Cat. # 35-2500; Invitrogen) 
 
二次抗体 
Cy3 AffiniPure Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L) (Jackson ImmunoResearch 711-165-152, (1:1000)) 
CF488A Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) (Biotium, 20019-1, (1:1000)) 
 






各結果は平均±標準誤差で表した。統計解析には GraphPad Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, 
CA, USA)を用いた。多群間の比較には one-way ANOVA で解析し、Dunnett's testを用いた。

























3-1. 脳血管内皮細胞における nAChRの発現量の検討 
ラット脳血管内皮細胞における α7、α4、β2 nAChR サブユニット発現量をWestern blot 法
により検討した。ラット脳血管内皮細胞には α7、α4、β2 nAChR サブユニットすべて発現し
ていた。また、ラット脳血管内皮細胞における α4 nAChR に対する α7 nAChR の比は脳全体
と比較して有意に低かった(47 ± 9.87%)。一方で α4 nAChR に対する β2 nAChR の比はラッ
ト脳血管内皮細胞と脳全体において有意な差は認められなかった。 
 
Figure 1 Expression of nAChR subunits in RBECs. Each panel contains representative western blot 
images (top) and bar graphs showing quantitative analysis of the expression ratio (bottom) of 7 
nAChRs to 4 nAChRs (A) and β2 nAChRs to 4 nAChRs (B). Band intensities were quantified by 
scanning densitometry and the data are expressed as percentages of whole brain values. Data are means 






3-2. nAChR アゴニストによる BBB機能の変化の検討 
ラット脳血管内皮細胞に選択的 α7 nAChR アゴニストの PHA543613 (20-50 μM)を負荷し、
24 時間後の TEER値を測定した。PHA543613 負荷により TEER 値は有意に上昇し、濃度依
存性が認められた(100.5 ± 2.55%, 119.1 ± 3.18% and 138.6 ± 4.89% of vehicle (vehicle; 107.76 ± 
6.28 Ω × cm2))。一方で選択的 α4β2 nAChR アゴニストの 5-iodo-A-85380 (50 μM)負荷では
TEER値に変化はなかった。次に、各 nAChR アゴニスト負荷 24時間後の sodium-fluorescein
の透過量を測定したところ、PHA543613負荷により有意に Na-Fの透過係数が低下し、濃度
依存性が認められた (70.04 ± 3.81% of vehicle (vehicle; 6.47 ± 0.442 × 10-7 cm/s))。一方で 5-
iodo-A-85380負荷は Na-Fの透過係数に影響を与えなかった。さらに、別の α7 nAChR アゴ
ニストである PNU282987 (50 μM) 負荷は、PHA543613 負荷と同様に Na-F の透過係数を低
下させた一方で、非選択的 nAChR アゴニストである varenicline (50 μM)および nicotine (50 












Figure 2(A) TEER and (B) permeability coefficient of sodium-fluorescein in RBEC monolayers 
treated with PHA543613 (PHA; 20, 30 or 50 μM) and 5-iodo-A-85380 (A-85380; 50 μM) for 24 h. 
Results are expressed as % of vehicle (107.76 ± 6.28 Ω × cm2 (A), 6.47 ± 0.442 × 10-7 cm/s (B)). Data 
are means ± SEM [n = 20 wells in vehicle; n = 8 wells each in PHA (20 μM) and PHA (30 μM); n = 
16 wells in PHA (50 μM); n = 8 wells in 5-iodo-A85380 (50 μM)]. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 
0.001, significantly different from vehicle group. (C) TEER and (D) permeability coefficients of 
sodium-fluorescein in RBEC monolayers treated with varenicline (var; 50 μM) or nicotine (NT; 50 
M) for 24 h. Results are expressed as % of vehicle [136.5 ± 10.77 Ω × cm2 (C), 7.04 ± 0.768 × 10-7 



















































































































































































































































































11 wells in nicotine (50 M)]. (E) TEER and (F) permeability coefficient of sodium-fluorescein in 
RBEC monolayers treated with PNU282987 (PNU; 50 M) or PHA543613 (PHA; 50 M) for 24 h. 
Results are expressed as % of vehicle (65.0 ± 9.52 Ω × cm2 (E), 9.10 ± 1.55 × 10-7 cm/s (F)). Data are 


































3-3. BBB 機能亢進作用へのα7 nAChRの関与の検討 
α7 nAChR 選択的阻害剤である α-bungarotoxin (α-BTX) (1 M) 負荷時の PHA543613 によ
る Na-Fの透過係数の変化を検討した。α-bungarotoxin 負荷は、PHA543613による Na-F透過
係数の低下に対して、有意ではないが抑制傾向を示した。さらに、非選択的 nAChR阻害剤
である mecamylamine (100 μM) は PHA543613 による TEER 値の上昇の抑制 (121 ± 1.23% 
and 106 ± 3.65% of vehicle (vehicle; 72.2 ± 7.33 Ω × cm2))および Na-Fの透過係数の低下を有意
に抑制した (77.5 ± 1.51% and 91.6 ± 4.13 of vehicle (vehicle; 11.7 ± 1.57 × 10-7 cm/s))。α-
bungarotoxin、mecamylamine の単独負荷は共に TEER 値および Na-F の透過係数に影響を与





Figure 3. Effects of α-bungarotoxin (α-BTX) (A and B) and mecamylamine (C and D) on the 
PHA543613-enhanced brain endothelial barrier properties. TEER and permeability coefficient of 
sodium-fluorescein in RBEC monolayers treated with PHA543613 (50 μM) and -BTX (1 μM) or 
mecamylamine (100 μM) for 24 h. Results are expressed as % of each vehicle (58.2 ± 16.8 Ω × cm2 
(A), 31.3 ± 9.81 × 10-7 cm/s (B), 72.2 ± 7.33 Ω × cm2 (C) and 11.7 ± 1.57 × 10-7 cm/s (D)). Each bar 
indicates mean ± SEM (n = 8–11). *** P < 0.001, compared with vehicle-treated RBECs. # P < 0.05, 

























Western blot法により検討した。PHA543613 (20 and 50 μM) 負荷は claudin-5の発現量を有意
に増加させた (129.72 ± 5.88% and 143.84 ± 15.3% of vehicle, respectively)。また、occludinの
発現量も有意に増加させた (139.93 ± 17.6% and 207.63 ± 40.5% of vehicle, respectively)。一方





Figure 4 Effect of α7 and α4β2 nAChR stimulation on TJ protein expression in RBECs. RBECs 
were treated with PHA543613 (PHA; 20 or 50 μM) (A–C) or 5-iodo-A-85380 (A-85380; 50 μM) 
(D–F) for 24 h. Each panel contains representative western blot images (top) and bar graphs showing 













































































































































































1 (C and F) normalized to β-actin. Band intensities were quantified by scanning densitometry and 
the data are expressed as percentages of control values. Each bar indicates mean ± SEM (n = 3). * P 






































Figure 5. Representative images showing the immunostaining for ZO-1, occludin and claudin-5 of 
















本研究は、脳血管内皮細胞の α7 nAChR の活性化が claudin-5 および occludin の発現量を
増加させ BBB機能を亢進する一方で、α4β2 nAChRの活性化は BBB 機能に影響を与えない
ことを明らかにした。さらに、α7 nAChR の作用は他の nAChR により減弱する可能性があ
り、広く nAChR を活性化させるニコチンでは BBB 機能に影響を与えないことを明らかに
した。 
 
 Fig.1A、B より、RBEC には α7、α4 および β2 nAChR サブユニットそれぞれの発現が認
められた。これら nAChR サブユニットの発現から、RBECには α7 nAChRおよび α4β2 nAChR
が発現すると考えられる。α7 nAChR 選択的アゴニストである PHA543613 は TEER 値の上
昇および Na-Fの透過係数の低下を誘導した(Fig. 1C、D)。また、同じく α7 nAChR 選択的ア
ゴニストである PNU282987 によっても、Na-F の透過性は PHA543613 と同程度まで低下し
た(Fig. 1F)。これらのことから、α7 nAChR の活性化により BBB 機能が亢進すると考えられ
る。しかし、PHA543613による作用は α7 nAChR 選択的阻害剤である α-bungarotoxin (α-BTX) 
により抑制傾向にあったが有意ではなかった(Fig. 3A、B)。α-BTX による α7 nAChRの阻害
作用は、神経細胞に発現する α7 nAChRと非神経細胞に発現する α7 nAChRでは異なる[30]。
脳血管内皮細胞をはじめとした非神経細胞における Ric3、NACHO などの α7 nAChR の安定
化や膜局在化に関与する小胞体シャペロンがこの α-BTX の作用の差異に寄与する可能性が
ある[31]。これらのことから、今回用いたラット脳血管内皮細胞に発現する α7 nAChR は α-
BTXへの感受性が低いため、α-BTXは PHA543613による α7 nAChRの活性化を介した BBB
機能亢進作用を有意には抑制できなかった可能性がある。実際、Fig. 3C、Dが示す通り非選
択的ではあるが、nAChR 阻害剤である mecamylamine により PHA543613 の作用は有意に抑







細胞内カルシウム濃度の上昇は BBB 機能を低下させる一方で[34]、Fig. 2Aより、α7 nAChR 
選択的アゴニストの PHA543613により BBB機能亢進作用が生じたことから、α7 nAChR の
活性化 による BBB 機能亢進作用は細胞内カルシウム濃度の上昇に起因しないと考えられ
る。脳血管内皮細胞において α7 nAChR の活性化は、細胞内へのカルシウムの透過を誘導
するだけでなく、細胞内カルシウム非依存的な細胞内シグナルの活性化も制御する[32,35]。
活性化した α7 nAChR はチロシンキナーゼである Janus kinase 2 (JAK2)と複合体を形成し、
JAK2 の下流に存在し BBB 機能調節に関与する phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-kinase)/Akt 
経路を活性化する[36,37]。PI3-kinase/Akt の活性化は forkhead Box O1 (FoxO1)をリン酸化さ
せ、FoxO1による claudin-5 のプロモーター抑制作用を減弱させる[38]。また、PI3-kinase/Akt
経路の活性化は、mammalian target of rapamycin (mTOR)のリン酸化を誘導することで occludin
の発現量を調節する[39,40]。実際、Figs. 4A-C が示す通り α7 nAChR の活性化は claudin-5お
よびoccludinの発現量を増加させる。以上より、α7 nAChR-JAK2-PI3-kinase/Akt 経路がFoxO1
および mTOR の活性化を介して claudin-5、occludin の発現量を増加させることで脳血管内
皮細胞の BBB機能を亢進することが示唆される。また、タイトジャンクション関連タンパ
ク質は、その発現量だけでなくその局在も BBB 機能に影響を与える[41]。そこで、α7 nAChR
の活性化による各タイトジャンクション関連タンパク質の局在変化を検討した。しかしな







一方で、Fig. 1C、Dより、α4β2 nAChR アゴニストである 5-iodo-A85380 ではタイトジャ
ンクション関連タンパク質の発現量および TEER 値、Na-F 透過係数に変化が生じなかった
ことから、α4β2 nAChR の活性化は BBB 機能に影響を与えないと考えらえる。また、JAK2
の阻害は α7 nAChR アゴニストの作用を抑制させる一方で α4β2 nAChR アゴニストの作用
には影響を与えないことから[35]、JAK2 との複合体形成は α7 nAChR 特異的だと考えられ
る。これらを総合し、脳血管内皮細胞に発現する nAChR のうち、α7 nAChR の活性化のみ
が JAK2 と複合体を形成し PI3-kinase/Akt 経路を活性化させることで BBB 機能を亢進させ
ると考えられる。 
 
 β2 nAChR サブユニットは α4 nAChR サブユニットのみならず、α7 nAChR サブユニット
とも複合体を形成し、α7β2 nAChR として機能する[42]。α7β2 nAChR は α7 nAChR とはア
ゴニストに対する反応およびその機能が異なる[43]。β2 nAChR を欠損させた動物、すなわ
ち α7β2 nAChR が欠損した動物において、神経細胞の α7 nAChR を介した作用はより顕著
となる[44]。つまり、α7β2 nAChR といった β2 nAChR サブユニットを含有する nAChR に
よって α7 nAChR の活性化やその作用が減弱する可能性がある。さらに、血管内皮細胞に
は α3、α9、β4 nAChR といった多くの nAChR サブユニットが存在し、それぞれ α3β4 nAChR
や α9 nAChRを形成する[45,46]。そして Fig. 1E、Fが示す通り、非選択的 nAChR アゴニス
トであり α7 nAChR、α7β2 nAChR、α3β4 nAChR を活性化させるニコチンおよびバレニクリ
ン[47,48]は脳血管内皮細胞の物質透過性に影響を与えなかった。また、PHA543613 による
Na-Fの透過係数の低下は α4β2 nAChR アゴニストでは阻害されなかった (data not shown)。
これらより、α7 nAChR による BBB機能亢進作用は α4β2 nAChRを除いた、α7β2 nAChR を
はじめとしたさまざまな nAChR により抑制を受ける可能性がある。以上より、脳血管内皮
細胞の α7 nAChR の活性化は BBB機能を亢進すると考えられ、脳血管内皮細胞に発現する





本研究は、脳血管内皮細胞の α7 nAChR の活性化が claudin-5 および occludin の発現量を
増加させ BBB機能を亢進する一方で、α4β2 nAChRの活性化は BBB 機能に影響を与えない
ことを明らかにした。このα7 nAChR を介する作用は他の nAChR サブタイプにより減弱す




























したさまざまな成分を抽出する。JT は Ploom TECH🄬 が生成するタバコ煙中の有害物質の
定量を行い、有害物質の多くが従来の紙巻きタバコと比較して微量であることを報告して
いる[19]。これらのことから、Ploom TECH🄬の使用ではニコチン以外の有害物質には暴露さ
れるリスクが低く、第 1 章の結果を踏まえると Ploom TECH🄬の使用は脳血管内皮細胞によ
る BBB 機能に影響を与えないと考えられる。 
そこで本研究では、加熱式タバコの使用が BBB 機能に与える影響の解明を目指して、



















第 1章 2-1と同様の方法により脳血管内皮細胞を得た。 
 
2-2. Ploom TECH🄬成分の抽出方法  
 タバコカプセルを分解し、タバコカプセル中のタバコ葉を 1.5 mL tube に回収した。タバ
コ葉の重量を測定し、タバコ葉 1mg あたり 3 μLの水またはグリセロール、プロピレングリ




2-3. WST assay  




WST-8溶液を serum-free mediumの 1/10量加えて CO2インキュベーター内で 30分発色させ
た後、マイクロプレートリーダーを用いて吸光度を測定した。 
 








ZO-1 (1:400; Cat. # 61-7300; Invitrogen) 
occludin (1:400; Cat. # 33-1500; Invitrogen) 
claudin-5 (1:1000; Cat. # 35-2500; Invitrogen) 
-actin (1:8000; Cat. #A1978; Sigma). 
 
2 次抗体 
anti-mouse (1:10000; Cat. # NA931, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) 





各結果は平均±標準誤差で表した。統計解析には GraphPad Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, 
CA, USA)を用いた。多群間の比較には one-way ANOVA で解析し、Dunnett's testを用いた。
















3-1. Ploom TECH🄬抽出物による細胞傷害の検討 
脳血管内皮細胞に各抽出物を負荷し、24 時間後に WST assay により細胞生存率を測定し
た。Fig. 1 より、水抽出物においては 10%(原液/培地) 、グリセロール抽出物においては 2%(原




Figure 1 (A) Cell viability of RBECs treated with Ploom TECH🄬 Extract. RBECs were treated with 
the indicated concentration of each Ploom TECH🄬 Extract for 24 h and cell viability was determined 
by WST assay. Results are expressed as % of control Data are means ± SEM (n = 6-21). *** P < 0.001, 




























































(% (v/v) in culture medium)




were treated with the indicated concentration of nicotine for 24 h and cell viability was determined by 
WST assay. Results are expressed as % of vehicle Data are means ± SEM (n = 3-11). *** P < 0.001, 
significantly different from vehicle group. 
 
 
Table 1 Concentration of nicotine, acrolein, formaldehyde, acenaphthene and benzaldehyde in each 
undiluted water extract of Ploom TECH🄬 (PTE(W)), glycerol extract of Ploom TECH🄬 (PTE(G) and 




Table 2 Nicotine concentration in each undiluted water extract of Ploom TECH 🄬 (PTE(W)), glycerol 





(mg/kg) PTE(W) PTE(G) PTE(PG)
Nicotine 3300 2600 1700
Acrolein - - -
Formaldehyde 0.6 1 1
Acenaphthene - - -
Benzaldehyde - - -
Nicotine
PTE (W) 20 mM (2 x 10-2 M)
PTE (G) 20 mM (2 x 10-2 M)
PTE (PG) 11 mM (1.1 x 10-2 M)
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3-2. Ploom TECH🄬抽出物による BBB機能の変化の検討 
ラット脳血管内皮細胞に Ploom TECH🄬各抽出物を負荷し、24 時間後の TEER 値および
Na-F 透過係数を測定した。水抽出物負荷により TEER 値は有意に低下し、水抽出物の濃度
依存性が認められた(74.4 ± 3.92%, 55.9 ± 1.89% and 51.6 ± 7.16% of vehicle (vehicle; 75.1 ± 2.59 
Ω × cm2))。また、Na-Fの透過係数では、5%(原液/培地)負荷において有意に上昇した(246 ± 
49.5% of vehicle (vehicle; 8.61 ± 0.218 × 10-7 cm/s))。次に、グリセロール抽出物負荷により
TEER値は有意に低下し、グリセロール抽出物の濃度依存性が認められた(93.1 ± 1.45% and 
85.1 ± 2.11% of vehicle (vehicle; 20.1 ± 0.288 Ω × cm2))。また、Na-Fの透過係数では、5%(原液
/培地)負荷において有意に上昇した(138 ± 8.35% of vehicle (vehicle; 29.2 ± 1.29 × 10-7 cm/s))。
プロピレングリコール抽出物負荷においては 0.2%(原液/培地)により有意な TEER 値の低下
(83.2 ± 3.06% of vehicle (vehicle; 26.8 ± 2.82 Ω × cm2))および Na-F透過係数の上昇が見られた
(134 ± 4.95% of vehicle (vehicle; 19.8 ± 2.28 × 10-7 cm/s))。 
 
Figure 2(A) TEER and (B) permeability coefficient of sodium-fluorescein in RBEC monolayers 
treated with the indicated concentration of water extract of Ploom TECH🄬 for 24 h. Results are 
expressed as % of vehicle (75.1 ± 2.59 Ω × cm2 (A), 8.61 ± 0.218 × 10-7 cm/s (B)). Data are means ± 
SEM (n = 3-8). (C) TEER and (D) permeability coefficient of sodium-fluorescein in RBEC 
monolayers treated with the indicated concentration of glycerol extract of Ploom TECH🄬 for 24 h. 
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Ploom TECH Extract (Glycerol) 






















Ploom TECH Extract (Glycerol) 







































Ploom TECH Extract (PG) 






































Ploom TECH Extract (PG) 



















are means ± SEM (n = 7-12). (E) TEER and (F) permeability coefficient of sodium-fluorescein in 
RBEC monolayers treated with the indicated concentration of propylene glycol (PG) extract of Ploom 
TECH🄬 for 24 h. Results are expressed as % of vehicle (26.8 ± 2.82 Ω × cm2 (E), 19.8 ± 2.28 × 10-7 
cm/s (F)). Data are means ± SEM (n = 6). * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, significantly different 



























Western blot法により検討した。水抽出物 5%(原液/培地)負荷は claudin-5、occludin、ZO-1の
発現量を有意に減少させた (129.72 ± 5.88% of vehicle)。また、グリセロール抽出物 0.5%(原
液/培地)負荷およびプロピレングリコール抽出物 0.2%(原液/培地)負荷は claudin-5 の発現量






Figure 3 (A) Effect of water extract of Ploom TECH🄬 on TJ protein expression in RBECs. RBECs 
were treated with water extract of Ploom TECH🄬 (5% (v/v) in culture medium) (A–C), glycerol extract 
of Ploom TECH🄬 (0.5% (v/v) in culture medium) (D–F) or propylene glycol extract of Ploom TECH🄬 
(0.2% (v/v) in culture medium) (G-I) for 24 h. Each panel contains representative western blot images 







































































































































































































































A B C 
D E F 
G H I 
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occludin (B, E and H) and claudin-5 (C, F and I) normalized to β-actin. Band intensities were 
quantified by scanning densitometry and the data are expressed as percentages of control values. Each 
bar indicates mean ± SEM (n = 3-5). * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001, significantly different 







































下を招く可能性がある。このときの各抽出物の IC50 は水抽出物では 9%、グリセロール抽
出物では 3%、プロピレングリコール抽出物では 0.33%となる。そして各抽出物中を分析し
た結果、各抽出物に存在するニコチン濃度は水抽出物、グリセロール抽出物が 20 mM、プ
ロピレングリコール抽出物が 11 mM だった (Table 2)。これらから IC50 におけるニコチン
濃度を計算すると、水抽出物 1.8 mM、グリセロール抽出物 0.6 mM、プロピレングリコー


















Fig. 2より、各抽出物により Na-F透過係数の上昇および TEER値の低下が生じたことから、














































ている。さらに、in vitro において PDGFRβ をノックダウンしたペリサイトは脳血管内皮細






管内皮細胞-ペリサイト間の PDGF-BB/PDGFRβ signaling の挙動の変化や、これに起因した
BBB 機能への影響については明らかではない。そこで本研究では喫煙により生じる虚血状











脳血管内皮細胞は第 1 章 2-1 と同様の方法により単離培養した。また、第 1 章 2-1 の方
法により脳毛細血管片を単離し、得られた脳毛細血管片をコーティングしていない culture 
dishを用いて 37°C、5% CO2/95% 大気下で fetal bovine serum 20%、gentamicin 50 μg/mLを含
む DMEMにて培養することでペリサイトを得た。 
 
2-2. 低酸素・低グルコース(oxygen-glucose deprivation: OGD)負荷 
各細胞培養後、培地を除きコントロール培地(グルコース含有)または OGD培地(グルコー
ス不含)を添加した。OGD群は 5% CO2/95% N2条件下で培養を行った。一方コントロール群
は 5% CO2/95% 大気下で培養を行った。 
 




ペリサイトがコンフルエントになるまで 3.5 cm dishに培養した。これ以降は第１書 2-3と
同様の方法で行った。使用した各抗体について以下に示す。 
1 次抗体 
PDGFRβ (1:1000; Cat.# 3169; Cell Signaling Technology Inc. Danvers, MA, USA ) 
p-PDGFRβ (1:1000; Cat.# 3166; Cell Signaling) 
-actin (1:8000; Cat. #A1978; Sigma). 
 
2 次抗体 
anti-mouse (1:10000; Cat. # NA931, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) 







RBECsがコンフルエントになるまで 3.5 cm dishに培養した。各処理後の培養上清を回収





各結果は平均±標準誤差で表した。統計解析には GraphPad Prism 5.0 （GraphPad, San Diego, 
CA, USA)を用いた。多群間の比較には one-way ANOVA で解析し、Tukey-Kramer 法を用い






















脳血管内皮細胞/ペリサイト共培養群の Na-F の透過係数をそれぞれ測定した。Fig. 1B が示
す通り、脳血管内皮細胞/ペリサイト共培養群において有意な Na-Fの透過係数の低下が見ら
れた (73.2 ± 4.46% of vehicle (vehicle; 4.11 ± 0.207 × 10-7 cm/s))。 
 
 
Figure 1(A) TEER values in RBEC monolayers and RBEC/pericyte co-culture. TEER was 
measured after 24, 72, 96 and 120 h in culture. Results from TEER experiments is displayed as 
represent mean (n = 12). (B)Permeability coefficient of sodium-fluorescein in RBEC monolayers 
and RBEC/pericyte co-culture after 120 h in culture. Results are expressed as % of RBEC monolayer 
(4.11 ± 0.207 × 10-7 cm/s). Data represent mean ± SEM (n = 12). * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 














































































3-2. ペリサイトによる BBB 機能亢進への PDGF-BB/PDGFFRβ signaling 関与の
検討 
ペリサイトに脳血管内皮細胞の培養上清を負荷し、PDGFRβ のリン酸化の変化をWestern 
blot 法により検討した。Fig. 2A が示す通り、脳血管内皮細胞の培養上清負荷によりペリサ
イトの PDGFRβ のリン酸化レベルが上昇した (375 ± 121% of vehicle)。さらに、脳血管内皮
細胞の培養上清中の PDGF-BB 量を ELISA により測定したところ、Fig. 2B が示す通り、脳
血管内皮細胞の培養上清中には PDGF-BB が存在していた。次に、脳血管内皮細胞/ペリサイ
ト共培養群に PDGFRβ阻害剤であるAG1296を負荷した際のNa-F透過係数の変化を検討し
た。AG1296 (10 μM) は脳血管内皮細胞単独群の Na-F 透過係数に影響を与えなかった一方
で(101 ± 3.82% of vehicle (vehicle; 4.24 ± 0.318 × 10-7 cm/s))、脳血管内皮細胞/ペリサイト共培
養群において有意に Na-F の透過係数を上昇させた(133 ± 6.59% of vehicle (vehicle; 3.91 ± 






Figure 2(A) RBEC-CM-induced phosphorylation of PDGFRβ in pericytes. Immunoblots of total 
and phosphorylated PDGFRβ in cell lysates of pericytes treated with RBEC-CM for 10 min. In the 
bottom of panel, values are shown as percentage of relative ratio of phosphorylated PDGFRβ to total 
PDGFRβ in normal medium-treated pericytes. Bars represent mean ± SEM (n = 3). (B) The 
concentration of PDGF-BB in the supernatant of RBEC-culture medium measured using ELISA. 
Bars represent mean ± SEM (n = 3). (C) AG1296 (10 μM) were added into the abluminal chambers 
of RBEC monolayers and RBEC/pericyte co-cultures. Following a 24-h exposure, permeability 
coefficient of Na-F was measured. Results are expressed as % of control (4.24 ± 0.318 × 10-7 cm/s 
(RBEC), 3.91 ± 0.383 × 10-7 cm/s (RBEC/pericyte), respectively). Data are means ± SEM (n = 12). 
















































































3-3. 低酸素、低グルコース負荷による PDGF-BB/PDGFRβ signalingの変化 
脳血管内皮細胞/ペリサイト共培養群を作製し OGD負荷後の Na-Fの透過係数の変化を検
討した。Fig. 3A が示す通り、OGD負荷により Na-F透過係数は有意に上昇した (231 ± 18.4% 
of control (control; 5.78 ± 0.649 × 10-7 cm/s)。次に、OGD 負荷時の脳血管内皮細胞の培養上清
中 PDGF-BB 量を ELISA により検討した。Fig.3B より、OGD 負荷により脳血管内皮細胞の
培養上清中 PDGF-BB 量の有意な低下が認められた。さらに ODG 負荷時のペリサイトの
PDGFRβ 発現量の変化を Western blot 法により検討した。Fig. 3C が示す通り、OGD 負荷に
よるペリサイトの PDGFRβ 発現量の有意な減少が認められた (51.9 ± 7.48% of vehicle)。 
 
Figure 3(A) Permeability coefficient of Na-F in RBEC/pericyte co-culture under 12-h oxygen glucose 
deprivation (OGD). Results are expressed as % of control (5.78 ± 0.649 × 10-7 cm/s). Data are means 
± SEM (n = 7-8). *** P < 0.001, significantly different from control group. (B) The concentration of 
PDGF-BB in the supernatant of RBEC-culture medium under 12-h OGD. The concentration was 
measured by ELISA. Bars represent mean ± SEM (n = 3). * P < 0.05, significantly different from 
control group. (C) The expression of PDGFRβ in pericyte under 12-h OGD. Band intensities were 
quantified by scanning densitometry and the data are expressed as % of control. Data are means ± 







3-4. 低酸素、低グルコース負荷が誘導する BBB機能低下への PDGF-BB/PDGFRβ 
signalingの関与 
脳血管内皮細胞/ペリサイト共培養群において、OGD 負荷による Na-F の透過係数の上昇
に対する AG1296、PDGF-BB の影響について検討を行った。AG1296 (50 μM) 存在下では
OGD 負荷による Na-F の透過係数の上昇がさらに増大した(258 ± 27.2% and 502 ± 34% of 
Normoxia (Normoxia; 5.06 ± 0.710 × 10-7 cm/s)(Fig. 4A)。一方で PDGF-BB (100 ng/ml) 存在下
では OGD 負荷による Na-F の透過係数の上昇に変化がなかった (Fig. 4B)。そこで OGD 負
荷後のペリサイトに PDGF-BB を負荷し、PDGFRβ のリン酸化の変化を Western blot 法によ
り検討した。通常条件下で培養したペリサイトでは PDGF-BB により PDGFRβ のリン酸化
レベルが上昇したのに対して、OGD 負荷ペリサイトでは PDGF-BB による PDGFRβ のリン



















Figure 4(A) AG1296 (10 μM) were added into the abluminal chambers of RBEC/pericyte co-culture 
under OGD. Following a 12-h exposure, permeability coefficient of Na-F was measured. Results are 
expressed as % of normoxia (5.06 ± 0.710 × 10-7 cm/s). Data are means ± SEM (n = 8). *** P < 
0.001, significantly different from normoxia group. ### P < 0.001, significantly different from OGD 
group. (B) PDGF-BB (100 ng/ml) were added into the abluminal chambers of RBEC/pericyte co-
culture under OGD. Following a 12-h exposure, permeability coefficient of Na-F was measured. 
Results are expressed as % of normoxia (4.80 ± 0.452 × 10-7 cm/s). Data are means ± SEM (n = 8). * 
P < 0.05, significantly different from normoxia group. (C)  PDGF-BB (100 ng/ml)-induced 
phosphorylation of PDGFRβ in pericytes under OGD 12 h. Immunoblots of total and phosphorylated 
PDGFRβ in cell lysates of pericytes treated with PDGF-BB (100 ng/ml) for 10 min. In the bottom of 
panel, values are shown as percentage of relative ratio of phosphorylated PDGFRβ to total PDGFRβ 


























































































































3-5. 低酸素、低グルコース負荷による PDGF-BB/PDGFRβ signalingの変化 
脳血管内皮細胞-ペリサイトを作製し、ニコチン負荷時の TEER 値および Na-F透過係数の
変化を検討した。ニコチン (50 μM)は各共培養群の TEER値および Na-F透過係数に影響を
与えなかった。 
 
Figure 5 Nicotine (NT) (50 μM) were added into the abluminal chambers of RBEC/Pericyte co-
cultures. Following a 24-h exposure, TEER(A) and permeability coefficient of Na-F (B) were 






























































3-6. Ploom TECH🄬抽出物による PDGFRβ発現量の変化の検討 
ペリサイトに各抽出物を負荷し、24 時間後に WST assay により細胞生存率を測定した。
Fig. 6A より、水抽出物においては 5%(原液/培地) 、グリセロール抽出物においては 2%(原
液/培地) 、プロピレングリコール抽出物においては 1% (原液/培地) により有意な細胞生存
率の低下を示した。次に、ペリサイトに細胞生存率を低下させない濃度の Ploom TECH🄬各
抽出物を負荷した際の PDGFRβ 発現量の変化をWestern blot法により検討した。各抽出物の
負荷はペリサイトの PDGFRβ の発現量には影響を与えなかった。 
 
 
Figure 6 (A-C) Cell viability of pericytes treated with Ploom TECH🄬 Extract. Pericytes were treated 
with the indicated concentration of each Ploom TECH🄬 Extract for 24 h and cell viability was 
determined by WST assay. Results are expressed as % of vehicle. Data are means ± SEM (n = 6-15). 
** P < 0.01, *** P < 0.001, significantly different from each vehicle. Effect of each extract of Ploom 
TECH🄬 on PDGFRβ expression in pericytes. Pericytes were treated with water extract of Ploom 
TECH🄬 (1, 2% (v/v) in culture medium) (D), glycerol extract of Ploom TECH🄬 (0.5, 1% (v/v) in 
culture medium) (E), propylene glycol extract of Ploom TECH🄬 (0.1, 0.5% (v/v) in culture medium) 
(F) for 24 h. Each panel contains representative western blot images (top) and bar graphs showing 
quantitative analysis of the expression (bottom) of PDGFRβ normalized to β-actin. Band intensities 
were quantified by scanning densitometry and the data are expressed as percentages of vehicle values. 
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Figure 7 The concentration of PDGF-BB in the supernatant of RBEC-culture medium treated each 
extract of Ploom TECH🄬. RBECs were treated with water extract of Ploom TECH 🄬 (5% (v/v) in 
culture medium), glycerol extract of Ploom TECH🄬 (0.5% (v/v) in culture medium) and propylene 
glycol extract of Ploom TECH 🄬 (0.2% (v/v) in culture medium) for 24 h. The concentration was 
























本研究は、OGD 負荷により脳血管内皮細胞の PDGF-BB 産生能の低下とペリサイトの
PDGFRβ 発現量の低下および PDGF-BB への反応性が低下するとともに、BBB 機能が低下





により経時的な TEER 値の有意な上昇が生じたことから、ペリサイトが BBB 機能を亢進す
ると考えられる。さらに、Fig. 1B より、ペリサイトとの共培養により Na-Fの透過係数の有
意な低下が認められたことからも、ペリサイトが BBB 機能を亢進することが示唆される。 
 
次に、ペリサイトによる BBB 機能亢進作用における PDGF-BB/PDGFRβ signaling の関与を
検討した。Fig. 2A より、脳血管内皮細胞の培養上清によりペリサイトの PDGFRβ のリン酸
化レベルが上昇したことから、脳血管内皮細胞の培養上清中にペリサイトの PDGFRβ を活
性化させる因子が存在すると考えられる。そして Fig. 2B が示す通り脳血管内皮細胞の培養
上清中には PDGF-BB が存在することから、脳血管内皮細胞-ペリサイト共培養系において
PDGF-BB/PDGFRβ signaling を介した細胞間相互作用が存在すると考えられる。次に、
PDGFRβ 阻害剤の AG1296 により脳血管内皮細胞-ペリサイト間の PDGF-BB/PDGFRβ 
signalingを阻害した際の BBB機能の変化について検討した。Fig. 2C、D が示す通り、PDGF-
BB/PDGFRβ signaling の阻害は脳血管内皮細胞単独群の Na-F の透過係数に影響を与えなか
った一方で、脳血管内皮細胞/ペリサイト共培養群の Na-Fの透過係数を上昇させた。このこ




BB/PDGFRβ を介した BBB 機能亢進作用を担う細胞間相互作用が存在することが示唆され
る。 
 
 次に、喫煙時に生じる虚血状態により脳血管内皮細胞 -ペリサイト間の PDGF-
BB/PDGFRβ signaling が減弱し BBB機能の低下が生じるのかを解明するために、OGD 負荷
による BBB 機能の変化および脳血管内皮細胞-ペリサイト間 PDGF-BB/PDGFRβ signalingの
変化について検討を行った。Fig. 3A が示すとおり、OGD 負荷により脳血管内皮細胞-ペリ
サイト共培養系において Na-Fの透過係数の有意な上昇が生じたことから、虚血状態により
BBB機能の低下が生じると考えられる。続いて、OGD 負荷による脳血管内皮細胞の PDGF-
BB産生量の変化およびペリサイトの PDGFRβ の発現量の変化を検討した。Fig. 3B、C が示
す通り、OGD 負荷により脳血管内皮細胞培養上清中の PDGF-BB 量の減少およびペリサイ
トの PDGFRβ 発現量の低下が生じた。このことから、虚血状態により脳血管内皮細胞-ペリ
サイト間の PDGF-BB/PDGFRβ signaling が減弱する可能性が示唆される。そこで、OGD 負
荷時に AG1296 または PDGF-BB を負荷し、OGD 負荷による脳血管内皮細胞-ペリサイト間
の PDGF-BB/PDGFRβ signaling の減弱が BBB 機能の低下を誘導するのかを検討した。Fig. 
4A が示すように、AG1296 の負荷は OGD 負荷が誘導する Na-Fの透過係数の上昇を増大さ
せた。このことから、OGD 負荷時において PDGF-BB/PDGFRβ signalingの減弱が BBB機能
の低下を誘導することが示唆される。しかし、Fig. 4Bにおいて PDGF-BB の補充では OGD
負荷が誘導する Na-F の透過係数の上昇が改善されなかった。そこで OGD 負荷後のペリサ
イトに PDGF-BB を負荷し、PDGFRβ のリン酸化を検討した。Fig. 5 より、OGD 負荷後のペ
リサイトでは PDGF-BB による PDGFRβ のリン酸化が生じなかった。このことより、OGD
負荷によりペリサイトの PDGFRβ は発現量の低下のみならず、PDGF-BB への反応性も低下















PDGF-BB/PDGFRβ signaling を減弱させ BBB 機能亢進作用を低下させる可能性が示唆され
る。 
 
本研究は、OGD 負荷により脳血管内皮細胞の PDGF-BB 産生能の低下とペリサイトの





イト間の細胞間相互作用に影響を与えない一方で、Ploom TECH🄬の使用は PDGF-BB 産生能








脳血管内皮細胞とオリゴデンドロサイト前駆細胞(oligodendrocyte progenitor cell: OPC)間
には相互作用が存在する。脳血管内皮細胞由来の FGF-2や BDNFにより OPC のオリゴデン
ドロサイトへの分化促進及び OPC の生存率の向上が生じる[60]。反対に、OPCは TGF-βを
産生し脳血管内皮細胞のBBB機能を亢進する[16]。脳血管内皮細胞の産生するPDGF-BBは、
OPC に特異的に発現する PDGFRα のリガンドの一つである[61]。しかしながら脳血管内皮
細胞-OPC 間の PDGF-BB/PDGFRα signalingが BBB機能亢進的に働くのかは不明である。ま
た、OPC はオリゴデンドロサイトへと分化するが、分化することで形態および発現する受


















生後 1-2日齢の Wistar系のラットを断頭し、大脳を摘出した。髄膜を剥がした後に 50mL 
tube にて大脳皮質を細断し、0.05% trypsin (0.02 mg/mL; wako)と deoxyribonuclease І (2.2 
mg/mL; Sigma)で 37°C、10 分酵素処理を行った。酵素処理後、DMEM を加え 1000 μLチ
ップを付けた 15 mLピペットにてさらに大脳皮質を細断し、1,000 × g、5分遠心分離した。
遠心分離後、再度 1000 μLチップを付けた 15 mLピペットを用いて少量の DMEM でペレ
ットを懸濁し、70 μLのセルストレーナーを通過させた。その後 DMEM を用いて懸濁し、
コーティングしていない 175 cm2 flaskに播種した。1.5-2週間程度培養し、その後水平方
向に一晩震盪させ、flask の培養液をペトリ皿に加えることでミクログリアを除き純度の
高いオリゴデンドロサイト前駆細胞を得た。また、第 1章 2-1と同様の方法により得られ
た脳毛細血管片を collagen typeⅣ および fibronectin (0.1 mg/mL each; Sigma)でコーティン
グした 100 mm culture dishに播種した。37°C、5% CO2/95% 大気下で bovine plasma derived 
serum (Animal Technologies)、basic fibroblast growth factor (1.5 ng/mL; R&D)、heparin (100 
μg/mL; Sigma)、insulin (5 μg/mL)、transferrin (5 μg/mL)、sodium selenite (5 ng/mL) (insulin–
transferrinsodium selenite media supplement; Sigma)、gentamicin (50 μg/mL)、puromycin (4 
μg/mL; Sigma)を含む DMEM/F12 にて培養することで脳血管内皮細胞を得た。播種後 4-5
日後で純度の高い脳血管内皮細胞が得られ、継代し各実験に用いた。 
 




OPCは 40 x 104 cells/wellで 3.5 cm dishに播種したものを用いた。また、脳血管内皮細胞
60 
 
/OPC、脳血管内皮細胞/OLG 共培養群の OPC または OLG は、TEER 値測定後のものを用い
た。これ以降は第１書 2-3と同様の方法で行った。使用した各抗体について以下に示す。 
1 次抗体 
PDGFRα (1:1000; Cat. # 3164; Cell Signaling) 
MBP (1:1000; Cat. # ab40390; Abcam) 
-actin (1:8000; Cat. #A1978; Sigma). 
 
2 次抗体 
anti-mouse (1:10000; Cat. # NA931, GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) 





各結果は平均±標準誤差で表した。統計解析には GraphPad Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, 
CA, USA)を用いた。多群間の比較には one-way ANOVA で解析し、OPC、OLG による脳血
管内皮細胞の BBB 機能亢進作用の検討には Dunnett's test を、AG1296 負荷による PDGF-















T3 添加後の OPC における PDGFRα および MBP の発現量の変化を Western blot 法により
検討した。Fig. 4より、T3添加後 6日後において PDGFRαの低下と MBP の増加が認められ
た。 
 
Figure 1 The expression of PDGFRα and MBP in OPC treated T3 (30 nM) 6 days. Western blots with 
anti-PDGFRα or MBP antibody of cell lysate from 6-day-old cultures treated with T3 (total time in 
















3-2. OPCによる BBB機能の変化の検討 
Transwell インサートを用いて脳血管内皮細胞単独群、脳血管内皮細胞/OPC共培養群をそ
れぞれ作製し、TEER 値および Na-F透過量の測定を行った。Fig. 1より、脳血管内皮細胞単
独群と比べて脳血管内皮細胞/OPC 共培養群において、共培養した OPC の細胞数依存的に
有意な TEER 値の上昇 (110 ± 1.76%, 121 ± 2.78%, 133 ± 2.62% and 148 ± 4.72% of RBEC 
monolayer (RBEC monolayer; 78.3 ± 2.14 Ω × cm2)) および Na-F透過係数の低下が認められた 
(84 ± 2.54%, 82.6 ± 3.02%, 78.8 ± 1.97% and 64.7 ± 4.84% of RBEC monolayer (RBEC monolayer; 
6.06 ± 0.325 × 10-7 cm/s))。 
 
Figure 2(A) TEER and (B) permeability coefficient of sodium-fluorescein in RBEC monolayers and 
RBEC/OPC co-culture. TEER and permeability coefficient were measured for 72 h in culture. Results 
are expressed as % of RBEC monolayer (78.3 ± 2.14 Ω × cm2 (A), 6.06 ± 0.325 × 10-7 cm/s (B)). Data 
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3-3. OLGにより BBB機能の変化の検討 
Transwell インサートを用いて脳血管内皮細胞単独群、脳血管内皮細胞/OLG 共培養群を
それぞれ作製し、TEER 値および Na-F透過量の測定を行った。Fig. 5 より、脳血管内皮細胞
単独群と比べて脳血管内皮細胞/OLG 共培養群において、共培養した OLG の細胞数依存的
に有意な TEER値の上昇(94.7 ± 2.64%, 111 ± 5.66%, 127 ± 4.66% and 137 ± 2.48% of RBEC 
monolayer (RBEC monolayer; 68.7 ± 6.85 Ω × cm2))および Na-F透過係数の低下が認められた
(103 ± 3.48%, 97.9 ± 9.49%, 91.4 ± 3.04% and 75.2 ± 2.32% of RBEC monolayer (RBEC monolayer; 
10.2 ± 1.20 × 10-7 cm/s))。 
 
Figure 3(A) TEER and (B) permeability coefficient of sodium-fluorescein in RBEC monolayers and 
RBEC/OLG co-culture. TEER and permeability coefficient were measured for 72 h in culture. Results 
are expressed as % of RBEC monolayer (68.7 ± 6.85 Ω × cm2 (A), 10.2 ± 1.20 × 10-7 cm/s (B)). Data 
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3-4. OPCによる BBB機能亢進への PDGF-BB/PDGFRα signalingの関与の検討 
脳血管内皮細胞/OPC共培養群に PDGFRα阻害剤であるAG1296を負荷した際の TEER値
および Na-F 透過係数の変化を検討した。Fig. 2 より、AG1296 (10 μM) は脳血管内皮細胞
/OPC 共培養群において OPC による TEER 値の上昇に影響を与えない一方で、OPC による
Na-F の透過係数の低下を有意に抑制した (65.3 ± 3.73%, 78.5 ± 3.29% of RBEC monolayer 
vehicle (RBEC monolayer vehicle; 18.4 ± 7.11 × 10-7 cm/s))。AG1296 は脳血管内皮細胞単独群の
TEER値および Na-F透過係数に影響を与えなかった。 
 
Figure 4(A) AG1296 (10 μM) were added into the abluminal chambers of RBEC monolayers and 
RBEC/OPC co-cultures. Following a 24-h exposure, TEER and permeability coefficient of Na-F were 
measured. Results are expressed as % of RBEC monolayer vehicle (68.9 ± 8.92 Ω × cm2 (A), 18.4 ± 
7.11 × 10-7 cm/s (B)). Data are means ± SEM (n = 9-14). *** P < 0.001, significantly different from 




















































































3-5. 脳血管内皮細胞との共培養による OPCの形態への影響 
脳血管内皮細胞と共培養した OPC およびこれに AG1296 (10 μM) を負荷した際の OPC
の形態学的変化について検討を行った。Fig. 3 より脳血管内皮細胞との共培養による OLG
への分化は認められなかった。 
 
Figure 5 The expression of PDGFRα and MBP in OPC monolayer and RBEC/OPC co-culture treated 
AG1296 (10 μM). Western blots with anti-PDGFRα or MBP antibody of cell lysate from 3-day-old 
























3-6. OLGによる BBB機能亢進への PDGF-BB/PDGFRα signalingの関与の検討 
脳血管内皮細胞/OPC 共培養群に PDGFRα 阻害剤である AG1296 を負荷した際の TEER 値
および Na-F 透過係数の変化を検討した。Fig. 6 より、AG1296 (10 μM) は脳血管内皮細胞
/OLG共培養群においてOLGによる TEER値の上昇およびNa-Fの透過係数の低下に影響を
与えなかった。また、AG1296 は脳血管内皮細胞単独群の TEER 値および Na-F 透過係数に
影響を与えなかった。 
 
Figure 6(A) AG1296 (10 μM) were added into the abluminal chambers of RBEC monolayers and 
RBEC/OLG co-cultures. Following a 24-h exposure, TEER and permeability coefficient of Na-F were 
measured. Results are expressed as % of RBEC monolayer vehicle (80.4 ± 9.69 Ω × cm2 (A), 7.40 ± 
0.880 × 10-7 cm/s (B)). Data are means ± SEM (n = 8-11). ** P < 0.005, significantly different from 





















































































3-7. 脳血管内皮細胞との共培養による OLGの形態への影響 
脳血管内皮細胞と共培養した OLG およびこれに AG1296 (10 μM) 負荷した際の OLG の
形態学的変化について検討を行った。Fig. 7 より脳血管内皮細胞との共培養による OLG の
変化は認められなかった。 
 
Figure 7 The expression of PDGFRα and MBP in OPC monolayer and RBEC/OLG co-culture treated 
AG1296 (10 μM). Western blots with anti-PDGFRα or MBP antibody of cell lysate from 3-day-old 




















のTEER値およびNa-F透過係数の変化を検討した。ニコチン (50 μM) は各共培養群のTEER
値および Na-F透過係数に影響を与えなかった。 
 
Figure 8. Nicotine (50 μM) were added into the abluminal chambers of RBEC/OPC co-cultures. 
Following a 24-h exposure, TEER(A) and permeability coefficient of Na-F (B) were measured. 
Results are expressed as % of vehicle. Data are means ± SEM (n = 4). Nicotine (50 μM) were added 
into the abluminal chambers of RBEC/OLG co-cultures. Following a 24-h exposure, TEER(C) and 
permeability coefficient of Na-F (D) were measured. Results are expressed as % of vehicle. Data are 
















































































































る T3 を添加することで OPC はオリゴデンドロサイトへと分化する[64]。そこで、T3 添加
後 OPC マーカーである PDGFRα、オリゴデンドロサイトマーカーである MBP を指標に、
オリゴデンドロサイトへと分化するのに必要な日数の条件を検討した。Fig. 1より、T3 添加




脳血管内皮細胞-OPC 共培養群を作製し、OPC の存在による脳血管内皮細胞の BBB 機能の
変化について検討した。Fig. 2より、OPCとの共培養により脳血管内皮細胞の TEER値の上
昇および Na-F透過係数の低下が生じたことから、OPCの存在により脳血管内皮細胞の BBB












血管内皮細胞が産生する PDGF-BB は、OPC のマーカーとして用いられる PDGFRα のリガ
ンドのひとつである[61]。そこで OPC/脳血管内皮細胞間の PDGF-BB/PDGFRα signalingに着
目し、OPC との共培養により生じる脳血管内皮細胞の BBB機能亢進作用への関与を検討し
た。Fig. 4より、PDGFRα阻害剤の AG1296 処理は OPC との共培養による脳血管内皮細胞の
TEER値の上昇および Na-F透過係数の低下を減弱させたことから、脳血管内皮細胞-OPC間
の PDGF-BB/PDGFRα signalingが BBB 機能亢進経路として働くと考えられる。 
OPC に発現する PDGFRα はオリゴデンドロサイトへと分化することでその発現量が減少
する。そこでオリゴデンドロサイトによる脳血管内皮細胞の BBB 機能の亢進は PDGF-
BB/PDGFRα signaling とは別のメカニズムによるのか検討した。Fig. 6より、AG1296 処理は
オリゴデンドロサイトによる脳血管内皮細胞の BBB 機能亢進作用に影響を与えなかった。
このことから、オリゴデンドロサイトによる BBB 機能亢進作用に PDGF-BB/PDGFRα 
signalingは関与しないと考えられる。オリゴデンドロサイトは、脳由来神経栄養因子 (brain 
derived neurotrophic factor: BDNF) と呼ばれる液性因子の産生能を有する[65]。BDNFは炎症
性サイトカインによる血管内皮細胞の障壁機能の低下の抑制作用を持つことから、オリゴ















間の PDGF-BB/PDGFRα signalingが担う可能性が示唆される。第 3章より、Ploom TECHタ
バコ葉抽出物中により脳血管内皮細胞の PDGF-BB産生能が低下することから、Ploom TECH


















ルコリン受容体(nicotinic acetylcholine receptor: nAChR)に着目し、ニコチンまたは nAChR ア
ゴニストによる nAChRの活性化が脳血管内皮細胞の BBB 機能に与える影響について検討
を行った。本研究は、脳血管内皮細胞の α7 nAChR の活性化が claudin-5および occludinの
発現量を増加させ BBB機能を亢進する一方で、α4β2 nAChRの活性化は BBB機能に影響
を与えないことを明らかにした。さらに、α7 nAChR の作用は他の nAChR により減弱する



















ト間の PDGF-BB/PDGFRβ signaling の減弱およびこれに起因した BBB 機能の低下の有無に
ついて検討するとともに、ニコチンや Ploom TECH抽出物による作用と比較検討した。本研
究は、OGD 負荷により脳血管内皮細胞の PDGF-BB 産生能の低下とペリサイトの PDGFRβ
発現量および PDGF-BB への反応性が低下するとともに、BBB 機能が低下することを明ら





せ、PDGF-BB/PDGFRβ signaling を減弱することで BBB 機能低下を誘導することが示唆さ
れる。 
 





よる BBB機能亢進作用は脳血管内皮細胞-OPC間の PDGF-BB/PDGFRα signalingが担う可能
性が示唆された。第 3章より、Ploom TECHタバコ葉抽出物中により脳血管内皮細胞の PDGF-
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